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論文内容の要旨
本論文は，異種遺伝子発現系の有用な宿主として用いられているメタノール資化酵母 Pichia ρω仰?s の分子生物学
的・遺伝子工学的な研究を行い，医薬品として開発が期待される蛋白質をより効率良く産生するシステム創製への応
用を目指したものである。.
まず，メタノール資化酵素であるアルコールオキシダーゼをコードする AOX2 遺伝子のプロモーター領域の転写
調節機構に関して研究を行い， 3 種の転写調節領域を明らかにした。転写活性化領域である AOX2-UAS はメタノー
ルによる転写誘導に必須であった。化学合成した AOX2-UAS 配列をプロモーター上流に付加することにより転写活
性は上昇した。一方，転写抑制化領域である AOX2-URS1 及び AOX2-URS2 は両者が存在する場合に AOX2-UAS の
機能をほぼ完全に阻害し，プロモーターの転写活性を抑制した。
次に ， P. 戸astoげs の培養液よりプロテアーゼを精製し，これをコードする PRCl 遺伝子をクローニングした。 PRCl
遺伝子の open reading frame は 1569 bp で， 523アミノ酸から成るカルボキシペプチダーゼy (Cpy) をコードしてい
た。蛋白は20アミノ酸のプレ配列， 87アミノ酸のプロ配列及び416アミノ酸の成熟蛋白配列から成り， N型糖鎖付加部
位は 4 か所存在した。糖鎖を除いた分子量は全体で59.44 kDa，成熟蛋白で47.35 kDa と計算された。 PRCl 遺伝子を
破壊した p. 仰storおは Cpy 活性が消失した。また ， PRCl 遺伝子を過剰発現させると，大量の活性型 Cpy が細胞内
へ蓄積した。
最後に，パルスフィールドゲ、ル電気泳動を用いて 4 株の p. pωtOJis から染色体を分離し解析を行った。その結果，
p. ρωtOJ合はすべての株で1. 7 Mb から 3.5 Mb のサイズの 4 本の染色体を有し，全サイズは9.5 Mb から 9.8 Mb であ
った。株間で染色体長多型が存在した。さらに，ヒト血清アルブミンを分泌産生する遺伝子組換え体を非選択的な条
件で83世代まで継代培養を行い，染色体の安定性を評価した結果，染色体長に変化は見られず，また特定染色体領域上
に組込まれた発現構成体は安定に保持され，産生量の変化は認められなかった。
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論文審査の結果の要旨
近年の遺伝子工学の進歩によって，多くの有用な蛋白質の遺伝子が単離されそれらの機能も解明されつつある。そ
の中でその様な有用な遺伝子の産物を大量に，且つ純粋に産生させる系の確立が一つの大きな課題である。
本論文は，異種遺伝子発現系の有用な宿主として用いられているメタノール資化酵母 Pichia ρωtoris の分子生物学
的・遺伝子工学的な研究を行い，医薬品として開発が期待される蛋白質をより効率良く産生するシステム創製への応
用を目指したものである。
まず，メタノール資化酵素であるアルコールオキシダーゼをコードする遺伝子のプロモーター領域の転写調節機構
に関して研究を行い， 3 種の転写調節領域を明らかにした。メタノールによる転写誘導に必須である転写調節領域を
明らかにし，化学合成した配列をプロモーター上流に付加することにより転写活性が上昇する系を作った。次に，
Pichia ρωtoris の培養液よりプロテアーゼを精製し，これをコードする遺伝子 PRCl をクローニングした。この遺伝
子は523アミノ酸から成るカルポキシペプチデーゼy (Cpy) であることを示した。この遺伝子を破壊した酵母では
CPY 活性が消失し，過剰発現させると，大量の活性型 CPY が細胞内へ蓄積することを明らかにした。
最後に，パルスフィールドゲ、ル電気泳動を用いて 4 株の Pichia ραstorおから染色体を分離し解析を行った。その結
果， Pichia ραstoris はすべての株で1. 7 Mb から3.5Mb のサイズの 4 本の染色体を有し，株間で染色体長多型が存在す
ることを示した。さらに，ヒト血清アルアミンを分泌産生する遺伝子組換え体を非選択的な条件で83世代まで継体培養
を行い，染色体の安定性を評価した結果，染色体長に変化は見られず，また特定染色体領域上に組込まれた発現構成
体は安定に保持され，産生量の変化は認められないことを示した。
以上のように，本論文は酵母 Pichia ραstoris の分子生物学的・遺伝子工学的な研究を行い，医薬品として開発が期
待される蛋白質をより効率良く産生するシステム確立とその応用を目指したものであり，博士(理学)の学位論文と
して{面{直のあるものと言忍める。
